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Die Stoffwechsel-Regulation durch Säure bei Bac. coli comm. 

Von 

F. Yerzär, J. Mbräczky und V. Szänyi. 

(Aus dem Institut für allgemeine Pathologie der Universität in Debreczen.) 

(Eingegangen am 29. Juni 1923.) 

Mit 4 Abbildungen im Text. 

Einer der wichtigsten Faktoren der Regulation von Enzym­
reaktionen, ebenso wie von komplizierteren Stoffwechselvorgängen bei 
niederen und höheren Organismen ist bekanntlich die Reaktion des 
Milieus. 

Das Wachstum und der Stoffwechsel von Bakterien sind ein vorzügliches 
Objekt zum Studium dieses Einflusses. Schon Michaelis und Marcora (1) 
haben angegeben, daß der Regulator für die Milchsäurebildung aus Milch­
zucker bei Bac. coli comm. die ET-Konzentration der Lösung ist und daß 
dieser Prozeß stehenbleibt, wenn die H"-Konzentration 1,10—5 erreicht hat. 
Verzdr und Böget (2) (3) haben eingehende Untersuchungen über die Stoff-
Wechselregulation bei Bac. coli gemacht und dabei auch die Säurebildung 
untersucht. Sie fanden durch Titration unter gleichen bzw. vergleichbaren 
Bedingungen sehr konstante Endaziditäten. Bei verschiedener Ausgangs -
reaktion bleibt die Säurebildung aus Traubenzucker, wie aus ihren Kurven 
hervorgeht, bei derselben titrierten Azidität stehen. Bei verschiedenen 
Nährböden und verschiedenen Stämmen fanden sie oft Unterschiede in der 
Endazidität, was aber bei ihrer Fragestellung nicht störte. Die Rolle der 
H*-Konzentration wurde nicht untersucht. 

Demgegenüber hat Whyatt (4), ohne unsere Versuche zu kennen, ge­
funden, daß ,,eine Änderung in der Anfangsreaktion des Mediums auch eine 
Änderung der Endreaktion der Kultur zur Folge hat, welche in derselben 
Richtung liegt, aber von geringerer Größe ist". Eine charakteristische 
Endreaktion gebe es also gar nicht. Auch sonst wurde wiederholt bemerkt, 
daß dasselbe Bakterium in verschiedenen Nährböden und bei verschiedenen 
Gelegenheiten nicht bis zur selben H'-Konzentration Säure bildet, so daß 
Zweifel an der Bedeutung dieser wuchsen. Es war ja möglich, daß auch 
die undissoziierte Säure oder das Säureanion von Einfluß ist (siehe van Dam) 
(4 a). Man kann Versuchsanordnungen treffen, die ohne weitere Analyse 
ganz in letzterer Richtung erklärbar sein könnten j(siehe z. B. Versuch I I 
dieser Arbeit). 
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In den letzten Jahren haben einige amerikanische Arbeiten von Clark (5) 
Jones (6), Kligler (7) und Wolf (8) sowie Howard Brown (9) diese Frage 
wesentlich geklärt, indem sie auf die Pufferung der Nährlösung hinwiesen 
und zeigten, daß diese von wesentlichem Einfluß auf die Säurebildung ist. 
Letzterer hat den Puffergehalt der Nährlösungen für so wesentlich gehalten, 
daß er ein besonderes Maß hierfür, den ,, Puff er index" einführte. 

Bei der großen allgemein biologischen Bedeutung, welche der 
St off Wechselregulierung durch Säure zukommt, haben wir diese Frage 
so untersucht, daß wir eine Versuchsanordnung wählten, die in über­
sichtlicher, geradezu schematischer Weise die Wirkung der Puffer­
substanzen auf die Größe der Säurebildung demonstrieren und eine 
sichere Entscheidung zulassen sollte, ob die IT-Konzentration der 
Regulator der Säurebildung ist. Es sollte die Säurebildung aus Trauben­
zucker in pufferarmen und puff erreichen Lösungen geprüft werden. 

Zu diesem Zwecke wurden Versuche an Bac. coli comm. gemacht, 
dessen Säurebildung aus Traubenzucker untersucht wurde. Als Nähr­
boden wurde gewöhnliche Laboratoriumsbouillon benutzt, die aus 
Fleischbrühe aus 500 g Fleisch, auf 1000 ccm Wasser und dazu 10 g 
Pepton und 5 g NaCl hergestellt war. Zu diesem pufferarmen Nähr­
boden wurde dann, um einen puff erreichen Nährboden zu haben, in 
manchen Versuchen lproz. N a H 2 P 0 4 hinzugesetzt. Als Quelle zur 
Säurebildung wurde Traubenzucker gewählt. Mittels n N a O H bzw. 
n H Cl wurde- sowohl die pufferarme als die puff erreiche Lösung auf 
verschiedene Azidität gebracht. 

Unsere Versuche sind an verschiedenen Kolistämmen in 13 Ver­
suchsreihen ausgeführt, von denen jede Bestimmungen an zahlreichen 
Proben mit verschiedener Ausgangsreaktion enthält . Als Beispiel 
werden, da die Versuche ganz übereinstimmende Resultate gaben, nur 
vier Versuchsreihen an Stamm I I I mitgeteilt. Die Versuchsresultate 
sind in Kurvenform wiedergegeben. Es wurde immer so vorgegangen, 
daß fünf bis sechs Proben derselben Bouillon teils mit, teils ohne Puffer 
auf verschiedene Reaktion gebracht und dann bei 37° C gezüchtet 
wurden. Nach 1, 2, 3 und 4 Tagen wurde dann die Azidität gemessen. 

Die Titrationsazidität wurde mit n/10 Na O H (bzw. die Alkalität 
am Anfang mit n/10 HCl) bestimmt. In den Kurven ist sie in Kubik­
zentimetern n/10 Na O H bzw. HCl auf 100 ccm Nährlösung ausgedrückt. 
Als Indikator wurde Phenolphthalein benutzt und bis zur Koch­
beständigkeit der Farbe titriert. Oberhalb der 0-Abszisse bedeutet sauer, 
unterhalb alkalisch. 

In einer zweiten Probe wurde in jeder Kul tur die H*-Konzentration 
nach der kolorimetrischen Methode von Michaelis (10) bestimmt. In 
zehnfacher Verdünnung ist das trotz der Eigenfarbe der Bouillon sehr 
gut möglich. Es muß bemerkt werden, daß eine elektrometrische 
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Bestimmung der H'-Konzentration von Kolikulturen keine richtigen 
Resultate gibt. Die Lösungen enthalten H 3 N und H 2 S , bei deren 
Gegenwart eine elektrometrisehe Messung bekanntlich nicht möglich ist 
[S. Michaelis (11), S. 163]. An gewöhnlicher unbeimpfter Bouillon erhält 
man vollkommen übereinstimmende Resultate zwischen kolorimetrischer 
und elektrometrischer Messung. Dagegen nicht an einige Tage alten 
Kolikulturen. Elektrometrisehe Messungen sind hier nicht zu benutzen. 

Wir haben unsere kolorimetrische Methodik beständig doppelt geprüft. 
Erstens an Acetatgemischen nach Michaelis, die gleichzeitig elektrometrisch 
gegenüber einer n KCl-Elektrode bestimmt wurden. Zweitens nach Kolt-
hoff (12) mit Pufferlösungen von bestimmter H'-Konzentration, deren 
Reaktion zum Vergleich auch kolorimetrisch bestimmt wurde. 

Die folgenden Versuchsbeispiele zeigen nun, wie sich die Säure -
bildung bei verschiedener Ausgangsreaktion im pufferarmen und puffer­
reichen Nährboden verhält. 
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Abb. 2. 1 Proz. Dextrose + 1 Proz. NaH 2 P0 4 

Titrationswerte. £>H*Werte. 

Abb. 1 gibt die Resultate einer Versuchsreihe wieder in gewöhnlicher, 
1 Proz. Dextrose enthaltender Bouillon ohne Pufferzusatz. Aus den Kurven 
ist sowohl die Änderung der Titrationswerte (ausgezogene Kurven) als 
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auch die Änderung der H*-Konzentration (gestrichelte Kurven) ersichtlich. 
Nach 24 bis 48 Stunden wird ein Endwert erreicht. Die Titrationswerte 
entsprechen etwa 3,5 ccm n/10 Na O H auf 100 ccm Bouillon. Die H'-Kon-
zentration betrug pH = 4,08. 

Ein etwas abweichendes Verhalten zeigt nur die in sehr alkalischer 
Ausgangsreaktion gezüchtete Kultur. Dieses abweichende Verhalten wird 
auch in allen späteren Versuchen beobachtet. Hier zeigt sich in den ersten 
24 Stunden eine derartige Verlangsamung des Stoffwechsels (Verlangsamung 
des Wachstums), daß es erst viel später als in den anderen Versuchsreihen 
zu einer endgültigen Säurebildung kommt. Dann aber werden auch hier 
genau dieselben Endwerte erreicht wie bei den anderen Ausgangsreaktionen. 
Diese Verzögerung des Wachstums hat für unsere spezielle Fragestellung 
hier keine Bedeutung. 

Während also in pufferarmer Nährlösung eine konstante, titrierte 
und aktuelle Azidität erreicht wird, gestalten sich die Verhältnisse ganz 
anders, wenn die lproz. Glucose-Bouillon auch reichlich Puffer enthält. 
In Abb. 2 ist eine Versuchsreihe wiedergegeben, die genau der vorigen 
entspricht, mit dem einzigen Unterschied, daß noch lproz. N a H 2 P 0 4 

hinzugesetzt wurde. 
Nach 24 Stunden sind auch hier Endwerte erreicht; diese sind aber 

ganz verschieden von der vorigen Reihe und sind von der Ausgangsreaktion 
abhängig. Das bezieht sich sowohl auf die Titrationswerte als auf £>H. 
Die H"-Konzentration erreicht in keinem Fall den Wert, wie in der vorigen 
Reihe, sondern die Lösungen bleiben alle alkalischer und um so mehr, je 
alkalischer die Ausgangslösung war. 

Die Kurven der Titrationsazidität zeigen, daß in allen Fällen annähernd 
gleich viel Säure gebildet wurde. Nach den ersten 24 bis 48 Stunden zeigten 
die meisten Kulturen eine Alkalibildung, wie sie in den früheren Arbeiten 
(1. c.) schon beschrieben ist. Dies ist nach dem, was dort ausgeführt wurde, 
immer der Fall, wenn aller Säure bildender Zucker verbraucht ist, uiid der 
Nährboden sauer geworden ist. Tatsächlich enthielt, als die konstanten 
Endwerte erreicht waren, keine dieser Kulturen mehr Glucose. Demgegen­
über war in der vorigen Versuchsreihe in pufferarmer Lösung noch reichlich 
Zucker vorhanden, als die Säurebildung bereits beendet war. 

Wenn man diese beiden Versuchsreihen nebeneinander stellt, so hat 
man charakteristische Beispiele dafür, was von verschiedenen Autoren 
beobachtet wurde. Einesteils eine sowohl in Titrationswerten als auch in 
p H zu charakteristischen Endwerten führende Säurebildung, und auf der 
anderen Seite gar keine konstanten Endwerte, sondern solche, die einfach 
von der Ausgangsreaktion abhängen. Man könnte glauben, daß der Prozeß 
ungehemmt von der H'-Konzentration abläuft und nur von der gesamten 
Säuremenge abhängt. 

Die Erklärung für dieses Verhalten ist einfach. In Versuch 2 wurde 
durch das in großem Überfluß vorhandene N a H 2 P 0 4 alle gebildete Säure 
gebunden, und die Säurebildung dauerte so lange, bis alle Glucose zu Säure 
vergärt war, ohne daß dabei alle N a H 2 P 0 4 gebunden worden wäre. In 
diesem Falle von extrem starker Pufferung ist es also ganz klar, daß der 
Endwert einfach von der Ausgangsreaktion abhängt. Ein relativ starker 
Puffergehalt einer Nährlösung wird also durch Bindung der Säure verhindern, 
daß die maximale pK erreicht wird, während andererseits viel mehr Säure 
gebildet wird als in pufferarmer Lösung. Die Technik hat sich das ja schon 
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längst zunutze gemacht , wenn sie zwecks Essig- oder Milchsäuregewin­
n u n g zu den Nähr lösungen C a C 0 3 h inzuse tz t 1 ) . 

Hieraus folgt aber n u n auch , d a ß , wenn so viel Zucker vo rhanden ist, 
daß mehr Säure gebildet werden kann , als das P h o s p h a t b inden kann , 
d a n n auch in diesen puff er reichen Lösungen solche Säuregrade en ts tehen 
werden, die den Vorgang hemmen , ehe noch aller Zucker ve rb rauch t ist. 
Hierbei m u ß sich n u n zeigen, ob das bei derselben H*-Konzentrat ion e in t r i t t 
wie in der pufferarmen Lösung. 
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Versuch 3 u n d 4 beweisen, d a ß ta tsächl ich die H ' -Konzen t ra t ion der 
Regula to r ist. I n Versuch 3 w7urde in gewöhnlicher Nährboui l lon 3 proz. 
Glucose gelöst u n d m i t Bac . coli beimpft. Das Resu l t a t ist genau dasselbe 
wie in Versuch 1 m i t l p r o z . Glucose. Die Säurebi ldung bleibt bei pn 4,08 
s tehen u n d bei einer Ti t ra t ionsazidi tä t , die e twa 3,3 ccm n /10 N a O H auf 
100 ccm entspr icht . Aus diesem Versuch allein k a n n noch n ichts darauf 
gefolgert werden, ob die H*-Konzentrat ion der Regu la to r ist. 

I n Versuch 4 dagegen w^urde zu der 3 proz. Glueosebouillon wieder 
l p r o z . N a H 2 P 0 4 h inzugesetzt . Bei jeder K u l t u r , unabhäng ig von der 

x) Lehmann-Neumann, Bakteriologie, S. 94. 
Biochemische Zeitschrift Band 141. 9 
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Ausgangsreaktion, wurde nun in vollkommenem Gegensatz zu Versuch 2, 
aber in Übereinstimmung mit Versuch 1 und 3, wieder dieselbe H*-Kon­
zentration pH = 4,08 erreicht. Die titrierte Azidität war hier nicht 3,3 ccm 
n/10 NaOH, sondern 9,5 ccm n/10 N a O H entsprechend. Der einzige 
konstante Wert in allen diesen Versuchen ist die IT-Konzentration, bei 
welcher die Säurebildung aufhört. Ganz unabhängig ist der Prozeß von 
der gesamten Menge der gebildeten Säure. In Versuch 4 wird um so mehr 
Säure gebildet, je alkalischer die Ausgangsreaktion war. Es ist klar, daß 
das deshalb geschah, weil um so mehr Säure durch die Puffer gebunden 
werden konnte, ohne daß es zu der hemmenden p H = 4,08 kam. 

Damit ist bewiesen, daß die Säurebildung von Bac. coli comm. bei 
einer bestimmten H -Konzentration bei ^ H = 4,08 gehemmt wird. Wenn 
man einesteils den Puffergehalt, andererseits den Zuckergehalt variiert, so 
erweist sich lediglich die H' -Konzentration als Regulator der Säurebildung. 
Die Menge der gebildeten Säure hängt nur davon ab, wieviel nötig 
ist, um bei einem bestimmten Puffergehalt diese maximale Azidität 
zu erreichen. Die Unterschiede zwischen puff erhaltigen Lösungen und 
1- und 3proz. Zucker sind die, daß in ersteren die gebildete Säuremenge 
bei jeder Ausgangsreaktion nahezu gleich ist, bei letzterer dagegen bei jeder 
Ausgangsreaktion verschieden und um so größer ist, als die Ausgangsreaktion 
alkalisch ist. 

Die mitgeteilten Versuchsreihen kann man in zwei Gruppen teilen. 
1. In pufferarmen Lösungen wird bei jeder Zuckerkonzentration und jeder 
Ausgangsreaktion die gleiche LP-Konzentration und auch (nahezu) dieselbe 
Titrationsazidität erreicht. 2. In pufferreichen Lösungen dagegen hängt 
das Resultat vom Verhältnis der Zuckermenge zur Puffersubstanz ab. 
Ist relativ wenig Zucker vorhanden, so bleibt die Säurebildung stehen, 
wenn der Zucker verbraucht ist, ehe noch die höchste £>H erreicht wird. 
Ist relativ mehr Zucker vorhanden, so bleibt der Prozeß stehen, wenn 
die kritische Endreaktion erreicht ist, weil dann die gebildete Säure allen 
Puffer gebunden hat. 

Die endgültige H*-Konzentration ist dann charakteristisch und konstant 
für ein Bakterium, wenn der säurebildende Zucker nach Beendigung des 
Prozesses noch zum Teil übrig bleibt. In diesem Falle wTird unabhängig vom 
Zuckergehalt, unabhängig vom Puffergehalt und unabhängig von der 
Ausgangsreaktion immer dieselbe H'-Konzentration erreicht. 

Umgekehrt ist die Menge der gesamten gebildeten Säure abhängig 
von der Zuckermenge, dem Puf fergehalt, der Ausgangsreaktion und dem 
Verhältnis dieser zueinander. So haben schon Verzär und Bögel gezeigt, 
daß durch Neutralisieren der Lösung die Säurebildung immer wieder 
in Gang gebracht werden kann1). 

Für die praktische Bakteriologie ergibt sich hieraus die Regel, daß, 
wenn von irgend einem Bakterium bestimmt werden soll, welche charakte­
ristische Azidität erreicht werden kann bei Säurebildung aus Zucker, dann 
das einfachste Verfahren das ist, das Bakterium in einer so konzentrierten 
Zuckerlösung zu züchten, daß nach Beendigung der Säurebildung noch 
gärfähiger Zucker übrig bleibt. Auf diese Weise macht man sich unabhängig 
von dem unbekannten Puf fergehalt der Nährlösung, und wird auch die Be­
stimmung dieses Puffergehaltes überflüssig. Die so erreichte H'-Konzen­
tration ist charakteristisch für das Bakterium. 

x) 1. c , S. 210, Versuch 17. 
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Der Regulator für die Säurebildung aus Traubenzucker bei Bac. coli 
comm. ist die H'-Konzentration. Die Säurebildung bleibt, mit der hier 
benutzten Nährbouillon, stehen bei pH = 4,08 (kolorimetrisch). 

Wie weitgehend charakteristisch dieser Wert ist, wenn man so vorgeht, 
beweist der folgende Versuch. x4cht verschiedene Koiistämme1) wurden in 
3proz. Glykosebouillon mit und ohne Iproz. N a H 2 P 0 4 gezüchtet, also bei 
einer solchen Zuckerkonzentration, daß auch nach Beendigung des Prozesses 
immer noch Zucker übrig blieb. In allen acht Kulturen ohne Ausnahme 
war nach 24 Stunden der konstante Endwert von £?H

 = 4>08 erreicht. 
Wir möchten nur noch bemerken, daß diese Regel nur ceteris paribus 

gilt und daß wir derzeit noch nichts darüber aussagen können, wie sich die 
endgültige p H verhält, wenn dem Nährboden andere Stoffe beigemischt 
werden, die das Wachstum der Bakterien beeinflussen, ja selbst dann, 
wenn Nährbouillon von verschiedener Darstellung benutzt wird. In unseren 
früheren Versuchen2) finden sich Anhaltspunkte dafür, daß dabei auch 
der Endwert der gebildeten Säure sich ändert. Hierüber soll später berichtet 
werden. Auch die Befunde von van Dam, der bei der Milchsäuregärung 
in Molke einen Einfluß der H'-Konzentration, daneben aber auch noch 
verschiedene andere Einflüsse beobachtet, werden von diesem Gesichts­
punkt aus beobachtet werden müssen. 

Zusammenfassung. 

Züchtet man Bac. coli comm. in pufferarmer lproz . Glucose­
bouillon, so erreicht die Kultur , unabhängig von der Ausgangsreaktion, 
2>H 4,08. Dasselbe ist der Fall in Sproz. Glucosebouillon sowohl in 
pufferarmen, als in puff erreichen Lösungen. Dagegen wird in puffer­
reicher lproz . Glucosebouillon je nach der Ausgangsreaktion eine 
verschiedene £>H erreicht. 

Die Menge der gesamten gebildeten Säure hängt davon ab, wann 
die charakteristische ^ H erreicht wird. Das geschieht, wenn aller Puffer 
gebunden ist, also in pufferarmen Lösungen bei viel geringerer Säure­
bildung als in pufferreicher Lösung. Alle die beobachteten Fälle, die 
Abhängigkeit von der Anfangsreaktion ebenso, wie die in anderen 
Fällen beobachtete Konstanz der titrierten Endwerte erklären sich so. 

Für Bac. coli comm. war in einer gewissen Nährbouillon die charak­
teristische Grenze der H'-Konzentration, bei welcher die Säurebildung 
aufhörte. 2:H 4,08 (kolorimetrisch). Acht verschiedene Koiistämme 
haben in dieser Bouillon genau diesen selben Wert erreicht. 

Die Prüfung der charakteristischen Endreaktion kann unabhängig 
vom Puffergehalt der Nährlösung erfolgen, wenn man in so konzen­
trierter Glucoselösung züchtet, daß nach Aufhören der Säurebildung 
noch Zucker übrig bleibt. 

*) Sie wurden aus verschiedenen Fäzes isoliert. 
2) Diese Zeitschr. 108, 216. 

2* 
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